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Resumo   
Com o intuito de tornar possível o consumo de água de coco fora das regiões 
produtoras, torna-se fundamental a sua industrialização. O processamento térmico é usado 
como forma efetiva na conservação dos alimentos. Entretanto, em alguns casos o uso do 
calor pode afetar o produto final de forma negativa, levando a alterações sensoriais e físico-
químicas do produto. Alguns processos não térmicos vêm sendo aplicados para a 
conservação de alimentos sem causar os efeitos adversos do uso do calor. Um desses 
processos é o tratamento de alimentos com luz ultravioleta, que tem sido bastante estudada 
pela eficiência na inativação microbiológica em água, sucos e em superfícies de diversos 
materiais. Este trabalho tem por objetivo a avaliação microbiológica de amostras de água de 
coco processada industrialmente com aplicação de raios ultravioletas de forma experimental 
combinada com diferentes tratamentos térmicos, como congelação e refrigeração, visando a 
conservação e segurança do produto final para o consumidor. As análises realizadas 
consistiram na Pesquisa de Salmonella spp, (ISO 6887-5:2010) e Escherichia coli (ISO 
4831:2012), quantificação de coliformes totais e termotolerantes (ISO 4831:2012), mesófilos 
totais (ISO 6611:2004) e bolores e leveduras (ISO 4833-1:2013). Verificou-se a diminuição 
da carga microbiológica das amostras tratadas com ultravioleta quando comparadas com 
amostras submetidas a outro tratamento térmico, resultados compatíveis com os obtidos em 
estudos semelhantes em sumos. Para validação dos protocolos é fundamental que este 
estudo seja desenvolvido com um número maior de amostras, diferentes lotes e pesquisa de 
outros grupos de microrganismos. 





In order to make it possible to consume and commercialize coconut water in distant 
regions from the production sites, industrialization of coconut water production is needed. 
During the bottling procedure for coconut water, the fruit goes through an external cleaning 
before opening. Thermal processing is an effective way to preserve food. However, in some 
cases the use of heat can negatively affect the final product, leading to sensorial and 
physical-chemical changes. Some non-thermal processes have been studied and applied to 
preserve food without causing the adverse effects of using heat. One of these processes is 
the treatment of food with ultraviolet light, which has been studied extensively for its 
efficiency in microbiological inactivation of water, juices and on surfaces of different 
materials. This work aimed to perform a microbiological evaluation of industrially prepared 
coconut water samples with the application of ultraviolet light combined with different thermal 
treatments, such as freezing and refrigeration, aiming at the conservation and safety of the 
final product for the consumer. The analyzes performed consisted of the identification of 
Salmonella spp, (ISO 6887-5: 2010) and Escherichia coli (ISO 4831: 2012), quantification of 
total and thermotolerant coliforms (ISO 4831: 2012), mesophiles (ISO 6611: 2004) and 
molds and yeasts (ISO 4833-1: 2013).Results revealed a decrease in the microbiological 
load of samples treated with ultraviolet when compared to samples submitted exclusively to 
thermal treatment. In future studies, for protocol validation purposes it will be essential to 
include a higher number of samples, belonging to different batches and also to investigate  
other groups of microorganisms. 
KEYWORDS: coconut water; microbiological evaluation; freezing; refrigeration; ultraviolet.  
viii 
 
     Índice Geral                                          
 Índice de Figuras x 
Índice de Gráficos xi 
Índice de tabelas xii 
Índice de abreviaturas xiii 
 1. Introdução 1 
2. Objetivo 3 
3. Revisão bibliográfica 4 
3.1. Avaliação microbiológica dos alimentos 4 
3.2. Análises microbiológicas da água de coco “in natura” 5 
3.3. Tipos de consumo e tratamento empregados na conservação da água de coco 7 
3.3.1. Água de coco verde “in natura” 8 
3.3.2. Prevenção do desenvolvimento bacteriano 8 
3.3.2.1. Embalagem 8 
3.3.2.2. Arrefecimento 9 
3.3.2.3. Congelação 10 
3.3.2.4. Ultracongelação 10 
3.3.3. Redução da carga microbiana 11 
3.3.3.1. Pasteurização 11 
3.3.3.2. Esterilização / UHT 11 
3.3.3.3. Filtração 11 
3.3.3.4. Uso de radiações ultravioletas em alimentos 12 
3.3.3.5. Inativação dos microrganismos pela radiação ultravioleta 13 
3.3.3.6. Uso do ultravioleta para preservação de alimentos 14 
4. Material e métodos 14 
4.1. Protocolo para o estudo 14 
4.2. Recolha das amostras 15 
4.3. Pesagem e preparação da amostra em geral 16 
4.4. Pesquisa de Salmonella spp. 17 
4.4.1. Testes Confirmatórios 18 
4.4.1.1. Teste do indol 18 
4.4.1.2. Teste sorológico 18 
4.5. Contagem de Coliformes totais 18 
4.5.1. Teste presuntivo 18 
4.5.2. Confirmação de coliformes totais 19 
4.6. Contagem de Coliformes Termotolerantes 19 
4.7. Contagem de Escherichia Coli 20 
ix 
 
4.7.1. Teste Indol 20 
4.7.2. Meio Eosina Azul de Metileno (EMB) 20 
4.8. Contagem de bolores e leveduras 20 
4.9. Contagem de microrganismos aeróbios mesófilos 20 
5. Delineamento experimental 21 
5.1. Análise microbiológica para controlo de qualidade interno 21 
5.2. Tratamento com radiação ultravioleta 21 
5.3. Protocolos de aplicação de radiação ultravioleta 21 
5.4. Protocolo 1 22 
5.5. Protocolo 2 22 
5.6. Protocolo 3 23 
6. Análise de Dados 23 
7. Resultados e Discussão 23 
7.1. Análise microbiológica para controlo de qualidade 24 
7.1.1. Pesquisa de Salmonella spp. em 25 ml 24 
7.1.2. Contagem de coliformes totais 24 
7.1.3. Contagem de coliformes termotolerantes 24 
7.1.4. Pesquisa e quantificação de Escherichia coli 25 
7.2. Protocolos com uso de tratamento ultravioleta 25 
7.2.1. Resultado do protocolo 1 25 
7.2.2. Resultado do protocolo 2 26 
7.2.3. Resultado do protocolo 3 27 
7.2.4. Resultados de acordo com tratamento térmico - Ultracongelação a -30ºC 27 
7.2.5. Resultados de acordo com tratamento térmico – Refrigeração a 0-5ºC 34 
8. Conclusão 38 





     Índice de Figuras 
Figura 1: Venda ambulante de água de coco - Rio de Janeiro, Brasil (original, arquivo 
pessoal). 
Figura 2: Fluxograma representativo das etapas envolvidas nos processos de conservação 
da água de coco. 
Figura 3: Lavagem da superfície externa do coco antes da abertura e processamento 
(adaptado de https://www.cocolegal.com.br/). 
Figura 4: Embalamento mecânico e asséptico das garrafas de água de coco. (adaptado de  
https://www.cocolegal.com.br/. 
Figura 5: Embalagem isotérmica utilizada no transporte das amostras para o laboratório 
(original, arquivo pessoal). 
Figura 6: Amostra congelada logo após receção (original, arquivo pessoal). 
Figura 7: Preparação para diluição inicial da amostra de água de coco (original, arquivo 
pessoal). 
Figura 8: Meio de cultura utilizado no enriquecimento seletivo de Salmonella spp.: caldo de 
Rappaport-Vassilidis e caldo de Tetrationato; tubos da esquerda: inoculados sem 
desenvolvimento bacteriano; tubos da direita: inoculados com evidência de desenvolvimento 
bacteriano, por mudança de cor e turvação do meio de cultura (original, arquivo pessoal). 
Figura 9: Placas do meio VRB após incubação, com presença de colónias típicas (original, 
arquivo pessoal).  
xi 
 
Índice de Gráficos 
Gráfico 1: Média das contagens de coliformes totais (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após 
fabrico das amostras submetidas a ultracongelação a -30ºC com (azul) e sem (vermelho) o 
uso de ultravioleta.        
Gráfico 2: Média das contagens de mesófilos totais (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após 
fabrico das amostras submetidas a ultracongelação a -30ºC com (azul) e sem (vermelho) 
uso de ultravioleta. 
Gráfico 4: Média das contagens de coliformes totais (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após 
fabrico das amostras submetidas a refrigeração a 0-5ºC com (azul) e sem (vermelho) uso de 
ultravioleta. 
Gráfico 3: Média da contagem de bolores e leveduras (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após 
fabrico das amostras submetidas a ultracongelação a -30ºC com (azul) e sem (vermelho) 
uso de ultravioleta.  
Gráfico 5: Média das contagens de mesófilos totais (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após 
fabrico das amostras submetidas a refrigeração a 0-5ºC com (azul) e sem (vermelho) uso de 
ultravioleta. 
Gráfico 6: Média das contagens de bolores e leveduras (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após 




Índice de tabelas 
Tabela 1: Características da luz ultravioleta (adaptado de Guerrero-Beltran and Barbosa-
Cánovas 2004). 
Tabela 2: Identificação das amostras de água de coco do lote NI01 considerando o uso de 
tratamento ultravioleta e arrefecimento aplicado. 
Tabela 3: Identificação das amostras de água de coco do lote 295 considerando o uso de 
tratamento ultravioleta e congelação aplicado. 
Tabela 4: Identificação das amostras de água de coco do lote 338 considerando o uso de 
tratamento ultravioleta e tratamento térmico aplicado. 
Tabela 5: Resultados da pesquisa e quantificação de E. coli em amostras enviadas para 
controlo de qualidade industrial, expressos em log ufc/ml. 
Tabela 6: Resultados microbiológicos obtidos nas amostras submetidas ao protocolo 1 no 
dia 1 após fabrico, expressos em log ufc/ml. 
Tabela 7: Resultados microbiológicos obtidos nas amostras submetidas ao protocolo 1 no 
dia 15 após fabrico, expressos em log ufc/ml. 
Tabela 8: Resultados microbiológicos obtidos nas amostras submetidas ao protocolo 2 no 
dia 1, 10 e 15 após fabrico, expressos em log ufc/ml. 
Tabela 9: Resultados microbiológicos obtidos nas amostras submetidas ao protocolo 3 nos 
dias 1, 10 e 15 após fabrico, expressos em log ufc/ml. 
Tabela 10: Resultados obtidos no dia 1 após fabrico das amostras NI01a, 295a, 338a, NI01c 
e 295b, expressos em log ufc/ml. 
Tabela 11: Resultados microbiológicos obtidos no dia 10 após fabrico das amostras 295a, 
338a e 295b, expressos em log ufc/ml. 
Tabela 12: Resultados microbiológicos obtidos no dia 15 após fabrico das amostras NI01a, 
295a, 338a, NI01c e 295b, expressos em log ufc/ml. 
Tabela 13: Resultados obtidos no dia 1 após fabrico das amostras NI01b, 338b e NI01d, 
expressos em log ufc/ml. 
Tabela 14: Resultado obtido no dia 10 após fabrico da amostra 338b, expressos em log 
ufc/ml. 
Tabela 15: Resultados obtidos no dia 15 após fabrico das amostras NI01b, 338b e NI01, 
expressos em log ufc/ml.  
xiii 
 
     Índice de abreviaturas 
 
ANVISA – AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA 
APHA – ANIMAL AND PLANT HEALTH AGENCY 
AND - ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO 
ARN – ÁCIDO RIBONUCLEICO 
BPLS - AGAR VERDE BRILHANTE VERMELHO DE FENOL DE LACTOSE DE SACAROSE 
MODIFICADO 
DRBC – AGAR ROSA BENGALA 
EMB – AGAR EOSINA AZUL-DE-METILENO 
FDA - FOOD AND DRUG ADMINISTRATION 
ISO - INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION 
LIA - AGAR LISINA FERRO 
NM - NANÔMETRO 
PCA - AGAR PADRÃO PARA CONTAGEM 
RDC - RESOLUÇÃO DA DIRETORIA COLEGIADA 
RV – MEIO RAPPAPORT-VASILIADIS  
TSI – AGAR TRIPLE SUGAR IRON 
TT – MEIO TETRATIONATO 
UFC/G - UNIDADE DE FORMAÇÃO DE COLÓNIAS / GRAMA 
UFC/ML – UNIDADE DE FORMAÇÃO DE COLÓNIAS / MILILITRO 
UHT - ULTRA HIGH TEMPERATURE 
UV – ULTRAVIOLETA 
VRB - VIOLET RED BILE AGAR 
XLD - XILOSE LISINA DESOXICOLATO 




     1. Introdução 
     A água de coco é um alimento natural existente na cavidade da semente do coco, 
rico em nutrientes, tendo como composição 93% de água, 5% de açúcares, e proteínas, 
vitaminas e sais minerais em proporções variáveis (Assis et al. 2000). A água de coco é 
utilizada na cultura popular como substituto da água e também para repor eletrólitos em 
caso de desidratação (Aragão et al. 2002).  
Além das características nutricionais, por ser um alimento refrescante e de baixo teor 
calórico, análises de mercado revelam um aumento significativo não apenas da cultura, mas 
da oferta e comercialização da água de coco no Brasil (Carrijo 2002). Contudo, a 
comercialização da água de coco “in natura”, extraída do fruto e sem processamento 
tecnológico, envolve problemas relacionados com transporte, armazenamento e a 
perecibilidade do produto (Hoffman et al. 2002).  
Tradicionalmente, a água de coco é comercializada dentro do próprio fruto, e embora 
seja estéril, enquanto no interior do fruto, a sua composição rica em nutrientes propicia o 
desenvolvimento microbiano, propiciando complicações relacionadas com a conservação do 
produto logo após a abertura (Aragão 2002).  
A fim de permitir o seu consumo em locais fora das regiões produtoras torna-se 
fundamental a sua industrialização, visando diminuir o volume e o peso transportados e, 
consequentemente reduzir os custos de transporte, bem como aumentar a sua vida útil 
(Oliveira et al. 2003; Rosa and Abreu 2000).  
O mercado atual de água de coco é bastante amplo e o aumento da escala produtiva 
do produto embalado passou a ser uma tendência, estimulando o desenvolvimento de 
processos que permitam aumentar sua vida útil com custos e exigências compatíveis com o 
mercado consumidor. Essa é uma tendência natural do setor agroindustrial, que vem 
registrando um aumento da procura por técnicas e/ou processos visando a conservação de 
produtos perecíveis (Rosa and Abreu 2000). 
Em relação à água de coco “in natura”, novas alternativas de mercado têm surgido 
nos últimos anos, contribuindo para aumentar o consumo do produto. Uma delas foi a 
introdução de máquinas de extração de água de coco, chamada de “Coco Express”, com o 
produto servido diretamente ao consumidor (Saabor et al. 2000).  
Durante a produção industrial de água de coco, apesar da higienização prévia, o 
coco e o seu produto passam por manipulações e exposições ao ambiente industrial 
excessivas, o que salienta a importância deste estudo de avaliação da qualidade 
microbiológica de amostras de água de coco. Diversos métodos de preservação vêm sendo 
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estudados, como por exemplo a esterilização térmica, filtração, pasteurização, adição de 
conservantes, e em alguns casos, combinações de métodos para preservação (Abreu and 
Souza 2017). 
Os principais microrganismos contaminantes da água de coco estão relacionados 
com a produção, manipulação e utensílios envolvidos na produção e comercialização da 
água de coco “in natura”. Destes destacam-se os coliformes totais e os coliformes 
termotolerantes Escherichia coli e Salmonella spp. (Fortes et al. 2006).  
Os coliformes totais (35°C) são indicadores do nível de contaminação ambiental que 
o alimento agregou durante o processamento (Franco and Langraf 2003). Os coliformes 
termotolerantes (45°C) são utilizados como indicadores de contaminação fecal, destacando-
se neste grupo E. coli, considerada indicadora de contaminação fecal direta ou indireta (Dias 
et al. 2015). O género Salmonella spp., além de ser considerado um importante indicador da 
qualidade higiossanitária dos alimentos, é também considerado um dos principais 
causadores de infeção de origem alimentar (Franco and Langraf 2003). 
O processamento térmico é usado como forma efetiva de conservação e 
preservação de alimentos. Entretanto, em alguns casos, o uso do calor pode afetar o 
produto final de forma negativa, levando a alterações sensoriais e físico-químicas do 
produto. 
Alguns processos não térmicos vêm sendo aplicados para a preservação de 
alimentos sem causar os efeitos adversos do uso do calor. Um desses processos é o 
tratamento de alimentos com luz ultravioleta de ondas curtas (UV-C), que tem sido bastante 
estudada pela sua eficiência na inativação microbiológica em águas e também na superfície 
de diversos materiais (Guedes et al. 2009). 
A ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária no Brasil) através da Resolução 
da Diretoria Colegiada (RDC) 12, de 02 de janeiro de 2001 dispõe sobre os padrões 
microbiológicos para a água de coco, sendo estabelecidos valores de referência para 
coliformes termotolerantes e Salmonella spp. Recentemente, foi publicada a Instrução 
Normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019, com alterações no padrão microbiológico 
estabelecido para os alimentos. Substituindo a quantificação de coliformes a 45°C/ml, 
obrigatória de acordo com a Resolução n°12, de 02 de janeiro de 2001, pela pesquisa e 
quantificação apenas da espécie E. coli nos produtos alimentares prontos para consumo. A 




Este trabalho tem por objetivo a avaliação microbiológica de água de coco 
processada industrialmente, comparando amostras que passaram pelo tratamento 
ultravioleta associado ao arrefecimento - refrigeração ou congelação, e amostras que não 




3. Revisão bibliográfica 
3.1. Avaliação microbiológica dos alimentos  
A análise microbiológica de alimentos é uma forma objetiva de verificação da 
salubridade dos alimentos, sendo também utilizada para garantir a sua qualidade comercial. 
Nem sempre a presença de microrganismos nos alimentos significa um perigo para a saúde 
do consumidor, pelo que é de suma importância determinar que microrganismos estão 
presentes e em que quantidade. Todavia, certos microrganismos podem ser utilizados como 
indicadores de contaminação e de falha nas práticas de higiene e sanitização durante os 
processos de produção, manipulação, transporte e armazenamento dos alimentos (Forsythe 
2002; Santos et al. 2019). 
A evolução da microbiota é fundamental na determinação do período previsto de 
consumo dos alimentos antes de sua deterioração, sendo um dos aspetos mais importantes 
para a determinação do prazo de validade dos produtos (Perera et al. 2010). Entre as 
determinações microbiológicas mais relevantes para avaliar a qualidade microbiológica do 
alimento, estão a pesquisa de Salmonella spp., e a quantificação de coliformes totais, de 
coliformes termotolerantes e de bolores e leveduras (Silva et al. 2017). 
As contagens de coliformes são muito utilizadas nas análises de alimentos tratados 
termicamente. Nesse contexto, a presença de bactérias Gram-negativas, por exemplo, 
indicia tratamentos térmicos inadequados ou uma provável contaminação após 
processamento (Sousa 2006). 
A análise dos microrganismos indicadores de contaminação higiossanitária é 
geralmente usada para monitorizar, detetar mudanças de qualidade, classificar, ou restringir 
o uso de águas ou de alimentos. Os maiores riscos para a saúde estão associados ao 
consumo de água e/ou de alimentos contaminados por agentes patogénicos. O principal 
objetivo da utilização de bactérias como indicador higiossanitário é revelar defeitos no 
tratamento e/ou na manipulação, que se podem traduzir num perigo potencial para a saúde 
do consumidor (APHA 1998). 
As contagens de bactérias em número elevado aumentam a probabilidade de 
alterações sensoriais no alimento em questão. Assim, a análise microbiológica de mesófilos 
nos alimentos é um parâmetro utilizado para avaliar as condições em que estes foram 
produzidos e os riscos que esses podem gerar aos consumidores, além de se verificar o 
cumprimento de normas e leis relacionadas à produção, transporte e armazenamento de 
alimentos e se estes alcançarão a vida útil pretendida pelo fabricante (Steele 2004; Silva et 
al. 2017).  
5 
 
O grupo dos coliformes totais inclui bastonetes Gram-negativos, não esporulados, 
aeróbios ou anaeróbios facultativos, com capacidade de fermentar a lactose produzindo gás, 
em 24 a 48 horas a 35ºC. O grupo dos coliformes termotolerantes tem a mesma definição 
dos coliformes totais, porém restringe-se a bactérias capazes de fermentar a lactose 
produzindo gás em 24 horas a 44,5 - 45,5ºC. As bactérias pertencentes a esses grupos são 
da família Enterobacteriaceae, predominantemente, bactérias dos géneros Escherichia spp., 
Enterobacter spp., Citrobacter spp. e Klebsiella spp., sendo encontradas nas fezes, 
vegetação e no solo, com exceção apenas de E. coli, presente apenas no trato intestinal do 
homem e animais homeotérmicos (Cardoso et al. 2001). 
Os fungos estão amplamente distribuídos no ambiente, como água, ar, solo e 
matéria orgânica em decomposição, e incluem os bolores e as leveduras. Os bolores são 
fungos filamentosos (hifas) e multicelulares, enquanto as leveduras são unicelulares (Brito 
and Rossi 2005). Esses microrganismos são usualmente utilizados em técnicas de produção 
de alimentos, mas também são responsáveis pela deterioração de alguns alimentos. A sua 
ocorrência é maior em alimentos ácidos, com baixa atividade de água e com elevado teor 
em lípidos (Messa et al. 2019). 
A multiplicação celular dos fungos é geralmente mais lenta que a das bactérias. A 
sua presença em alimentos, no entanto, indica má conduta de manipulação, higiene ineficaz 
de equipamentos e falha no processamento e/ou armazenamento da matéria-prima (Viana 
et al. 2019). 
3.2. Análises microbiológicas da água de coco “in natura” 
Foram encontrados diversos estudos analisando a qualidade microbiológica da água 
de coco vendida em regime ambulante, ou água de coco extraída e engarrafada vendida em 
supermercados, porém não foram encontrados dados publicados de estudos realizados 
dentro da indústria de processamento de água de coco. Em estudos como o de Jesus et al. 
(2018) e Dias et al. (2014), foram recolhidas amostras de água de coco vendidas em 




Figura 1: Venda ambulante de água de coco - Rio de Janeiro, Brasil (original, arquivo 
pessoal). 
Os resultados obtidos no estudo realizado por Jesus et al. (2018), indicaram que das 
12 águas de coco analisadas, 12 (100%) foram positivas para coliformes totais e 
termotolerantes. No estudo realizado por Dias et al. (2014) a avaliação das amostras revelou 
que das 15 amostras de água de coco, 13 (86,7%) apresentaram bactérias coliformes em 
teor igual ou superior a 10² ufc/ml, enquanto 2 amostras (13,3%) apresentaram valores 
inferiores. Quanto à pesquisa de coliformes termotolerantes, das 13 amostras contaminadas 
com coliformes totais, 11 (84,7%) apresentaram coliformes termotolerantes, tendo sido 
detetada a presença de Klebsiella spp. em 6 amostras (54,5%) e E. coli nas restantes 
amostras (45,5%). 
Acredita-se que a realidade para a água de coco de origem industrial, na maior parte 
dos casos, é diferente, dada a implementação de protocolos de boas práticas de fabrico e 
higiene, além da necessidade de controlo da qualidade microbiológica dos lotes para 
cumprimento das regras higiossanitárias, seguindo os protocolos impostos por decretos e 




3.3. Tipos de consumo e tratamento empregados na conservação da água de 
coco 
A água de coco verde pode ser consumida na forma “in natura” dentro do próprio 
fruto, ou extraída, bem como processada, e sua vida útil dependerá dos métodos de 
conservação aplicados. Os métodos de processamento visam, essencialmente, inibir a ação 
enzimática e garantir a estabilidade microbiológica da água de coco após a abertura do 
fruto, mantendo tanto quanto possível as suas características sensoriais originais (Rosa and 
Abreu 2000). Existem diversos métodos de processamento da água de coco verde que 
visam a prevenção ou redução do desenvolvimento microbiano, entre elas a pasteurização, 
a esterilização, a filtração e o tratamento por raios ultravioletas (David and Fernandez 1998; 
Costa et al. 2005). 
A Figura 2 apresenta um fluxograma considerando as etapas envolvidas na 
produção de água de coco, incluindo tratamentos de conservação possíveis para o produto. 
A sequência de algumas etapas pode, em alguns casos, ser alterada, sem impacto no 
produto final. Além disso, pode ocorrer a associação de um ou mais métodos de 
conservação, de acordo com protocolos industriais específicos.  
 
Figura 2: Fluxograma representativo das etapas envolvidas nos processos de conservação da 




3.3.1. Água de coco verde “in natura” 
O consumo do coco verde “in natura” é bastante representativo, principalmente, nas 
regiões litorais do Brasil. A água de coco sofre mudanças na sua composição de acordo 
com o grau de maturação e desenvolvimento do fruto. Além do grau de maturação, outros 
fatores como a variedade do fruto, a região de origem e a época do ano também influenciam 
nas características físico-químicas e sensoriais do produto (Silva et al. 2020). 
Após a colheita, o fruto deve ser armazenado em local fresco e seco, podendo ser 
consumido dentro de um período máximo de 10 dias, após o qual se iniciam processos de 
deterioração que comprometem, principalmente, a acidez do líquido (Aroucha et al. 2014).  
3.3.2. Prevenção do desenvolvimento bacteriano 
  A água no interior do fruto é estéril e assim se mantém desde que o fruto não sofra 
nenhuma lesão que possibilite a entrada de microrganismos (Santos et al. 2013). Contudo, 
durante o processamento, após a abertura do fruto podem ocorrer contaminações 
microbiológicas e alterações bioquímicas que prejudiquem a qualidade microbiológica e 
sensorial do produto, impossibilitando a sua comercialização. O ideal é que antes da 
abertura do fruto, este seja devidamente higienizado.  
 
Figura 3: Lavagem da superfície externa do coco antes da abertura e processamento 
(adaptado de https://www.cocolegal.com.br/). 
 Os processos tecnológicos que visam a prevenção do desenvolvimento bacteriano 
na água de coco incluem lavagem do fruto, embalamento asséptico, refrigeração ou 
congelação da água de coco.   
3.3.2.1. Embalagem 
A água de coco embalada deve ser obtida a partir de processo tecnológico 
adequado, preservando tanto quanto possível suas características naturais. A abertura do 
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fruto e embalamento em garrafas pode ser feito de forma manual ou através de máquinas 
automatizadas. Esta etapa deve ser realizada no menor tempo possível, diminuindo ao 
máximo a exposição do produto ao ambiente e contato com ar, que faz com que o produto 
oxide e fermente, apresentando o sabor alterado (Prades et al. 2012; Souza and Souza 
2019). 
A abertura e embalamento manual da água de coco apresentam maiores obstáculos 
em termos higiossanitários do que a forma automatizada, visto que tanto a manipulação 
quanto o tempo entre a abertura do fruto e embalamento são maiores (Cabral et al. 2005). 
A água de coco é geralmente comercializada em garrafas plásticas do tipo “PET” 
(polietileno-tereftalato), podendo também ser embalada em copo com tampa termo-soldável 
ou garrafas de polietileno de baixa densidade (PEBD) (Figueiroa and Oliveira 2017).  
As boas práticas de fabrico devem ser rigorosamente seguidas e monitorizadas para 
garantir a qualidade sob o ponto de vista higiossanitário do alimento, e a segurança do 
consumidor.  
As garrafas de água de coco da empresa analisada recebem cuidados especiais. Por 
exemplo: a garrafa é esterilizada com água ozonizada antes de receber a água de coco. O 
embalamento é feito imediatamente após a extração, para garantir a qualidade e pureza do 
produto. 
 
Figura 4: Embalamento mecânico e asséptico das garrafas de água de coco (adaptado de 
https://www.cocolegal.com.br/). 
3.3.2.2. Arrefecimento 
 O arrefecimento imediato da água de coco após embalamento visa a prevenção da 
multiplicação microbiana. O produto deve ser arrefecido o mais rápido possível a 
temperaturas de 5ºC a 8ºC (Cabral et al. 2005). 
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A validade comercial do produto é de cerca de três dias. Após este período, pode ocorrer 
aumento da carga microbiana e aumento de reações bioquímicas, com a consequente 
alteração de cor, sabor e odor, tornando o produto impróprio para consumo (Costa et al. 
2005; Jesus et al. 2018). 
3.3.2.3. Congelação 
A congelação é o processo no qual as temperaturas dos alimentos são reduzidas 
muito rapidamente fazendo com a água livre presente nos alimentos passe para o estado 
sólido, de modo a que não danifique o alimento, tendo em conta as suas características em 
termos organoléticos (Pinto and Neves 2010). A etapa de congelação pode ser conduzida 
sob diversas formas, de acordo com a escala de produção, e deve ser realizada no menor 
intervalo de tempo possível, a fim de preservar as características originais do produto 
(Amaral et al. 2012; Prades et al. 2012). 
Na congelação lenta, a formação dos cristais ocorre gradativamente promovendo o 
que se conhece como crioconcentração. Nesse caso, a congelação não é uniforme ao longo 
da embalagem e os açúcares e os sais concentram-se na última parte a ser congelada. A 
etapa de congelação ocorre em câmaras frigoríficas, em períodos de 8 a 12 horas, com 
temperaturas em torno de -18ºC a -20ºC. É recomendável o uso de ventilação forçada no 
interior das câmaras frias para aumentar a eficiência de troca térmica (Rosa and Abreu 
2000).  
A água de coco congelada é geralmente comercializada em garrafas plásticas. Neste 
ponto, cabe salientar que alguns materiais de embalagem, tais como o PVC e o nylon, são 
incompatíveis com a congelação, podendo sofrer rachaduras ou tornarem-se quebradiços 
(Rosa and Abreu 2000). 
3.3.2.4. Ultracongelação 
A ultracongelação é um processo que apresenta características semelhantes ao 
processo de congelação, uma vez que também existe uma redução rápida da temperatura 
como método para conservação dos alimentos. A ultracongelação é um processo mais 
rápido no que se refere à cristalização, permitindo assim que sejam formados cristais de 
gelo de tamanho muito mais pequenos e em número reduzido, não afetando por isso a 
estrutura das células como já referido e explicado anteriormente (Pereira 2011). 
Neste processo existe uma congelação muito rápida, onde inicialmente o produto é 
submetido a temperaturas muito baixas (entre -40ºC e -50ºC), durante um período reduzido 
de tempo, normalmente durante 30 minutos. Posteriormente a temperatura é estabilizada no 
valor de -18ºC, sendo esta a temperatura a que os alimentos deverão ser mantidos durante 
o seu armazenamento, segundo Pinto and Neves (2010). 
11 
 
Em termos de técnicas para o processo de ultracongelação, segundo Pinto and 
Neves (2010), existe o processo por contacto (em congeladores de placas), ao ar (túneis de 
congelação) e por imersão (por gases liquefeitos).  
3.3.3. Redução da carga microbiana 
 Alguns métodos de tratamento de alimentos visam a redução da carga microbiana do 
produto, levando a inativação ou destruição de bactérias, vírus, esporos e quistos. A 
redução da carga microbiana permite aumentar a vida útil do produto (Steele 2004).  
3.3.3.1. Pasteurização 
A pasteurização consiste na redução microbiana através do uso de calor. O binómio 
tempo - temperatura deve rondar os 90ºC a 95ºC por 60 segundos, para que haja a 
diminuição da carga microbiana sem mudanças significativas das características sensoriais 
(Rosa and Abreu 2000, Abreu and Souza 2017). 
 A pasteurização é executada em equipamentos do tipo permutadores de calor em 
placas dotados de sistema de aquecimento/ arrefecimento (Prades et al. 2012). 
O tratamento térmico permite, em média, estabilidade comercial de 30 dias da água 
de coco sem conservantes e sob refrigeração a 4ºC (± 1ºC), que é estabelecida como 
temperatura de referência para conservação de alimentos refrigerados à escala comercial 
(Silva et al. 2003; Pinto 2017).  
A água de coco termicamente processada por pasteurização deve seguir 
rigorosamente as condições de armazenamento sob o risco de não suportar, em relação ao 
aspeto microbiológico, o tempo de armazenamento estabelecido (Abreu and Souza 2017). 
3.3.3.2. Esterilização / UHT  
O processo ultra high temperature (UHT) garante uma condição de esterilidade 
comercial, possibilitando o armazenamento do produto à temperatura ambiente (Prades et 
al. 2012). O sistema compreende dois estágios: uma pasteurização prévia e a esterilização 
propriamente dita. Na etapa de esterilização, o produto é submetido a temperaturas de 
cerca de 135ºC durante 4 segundos e é arrefecido em seguida a 25ºC, ficando 
comercialmente estéril. Apesar de o tempo de esterilização ser de apenas poucos 
segundos, há efeitos deletérios sobre as características de sabor e aroma. Este aspeto vem 
sendo otimizado pelas indústrias do setor (Sucupira 2016). 
3.3.3.3. Filtração 
 Os processos de filtração com membranas destacam-se como alternativas aos 
processos convencionais de tratamento térmico. A membrana age como uma barreira 
permeável seletiva para separar um ou mais solutos de um fluido (Magalhães et al. 2005). 
Esses processos usam baixa temperatura minimizando danos térmicos, preservando o valor 
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nutricional e sensorial, e contribuindo para a manutenção das características originais do 
produto (Carvalho et al. 2006). 
A membrana age como peneira molecular. A carga microbiana presente na água de coco 
pode ser reduzida de forma significativa, ou até mesmo eliminada, pois os microrganismos 
são maiores do que os poros de determinadas membranas. Dependendo das características 
da membrana selecionada para o processamento, também as enzimas, que são 
macromoléculas, podem ser retidas. Por outro lado, os açúcares e sais minerais, 
importantes na qualidade sensorial e presentes na composição da água de coco, permeiam 
através da membrana, pois apresentam tamanho menor do que o dos poros das 
membranas de ultrafiltração (Aragão et al. 2002; Sousa 2006). 
No processamento de água de coco por ultrafiltração, obtêm-se um produto límpido, 
estéril e sem atividade enzimática. Esta tecnologia permite cumprir padrões rigorosamente 
definidos, melhorando a qualidade e segurança dos alimentos (Petrus 2000). 
3.3.3.4. Uso de radiações ultravioletas em alimentos 
O uso do tratamento ultravioleta de alimentos a partir de ondas curtas (UV-C) tem 
sido bastante estudado pela eficiência na inativação microbiológica em água e superfícies 
de diversos materiais (López-Malo and Palou 2004; Guedes et al. 2009).  
A radiação ultravioleta exerce efeitos biológicos e bioquímicos, com diversas 
aplicações no processamento de alimentos. A sua primeira aplicação ocorreu no tratamento 
de água e estendeu-se aos sumos, após aprovação pelo Food and Drug Administration 
(FDA) dos Estados Unidos da América (Guedes et al. 2009) 
Normalmente, o comprimento de onda utilizado para processamento de alimentos 
por radiação ultravioleta varia entre 100 e 400 nm. Este intervalo pode ser subdividido em 
UV-A (315-400 nm) e UV-B (280-315 nm) e UV-V de vácuo (100-200 nm) com ações 
variadas, porém é a faixa UV-C (200-280 nm), denominada faixa germicida, que 
efetivamente inativa bactérias e vírus (Koutchma 2009; Choudhary et al. 2012) (tabela 1). 
Tabela 1: Características da luz ultravioleta (adaptado de Guerrero-Beltran and Barbosa-
Cánovas 2004). 
Tipo de radiação UV Comprimento de onda Característica 
UV-C 200-280 Capacidade germicida 
UV-V 100-200 UV de vácuo 
O tratamento com radiação ultravioleta a seco e a frio é simples e eficaz. Pode ser 
considerado de baixo custo, como indicado por Guerrero-Beltran and Barbosa-Cánovas 
(2004), quando comparado com outros métodos de esterilização. No entanto, a principal 
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limitação dessa tecnologia envolve o baixo grau de penetração que dificulta o alcance da 
radiação por toda a carga microbiana existente no alimento. Por isto, é mais utilizado em 
esterilização de superfícies como, por exemplo, em embalagens para alimentos (Marquis 
and Baldeck, 2007) e em filmes comestíveis. Em líquidos, recomenda-se o fluxo turbulento 
durante o processamento (Guedes et al. 2009). 
As lâmpadas mais comumente utilizadas para este tratamento são as de baixa 
pressão, que emitem essencialmente radiação monocromática a um comprimento de onda 
de cerca de 254 nm. Este tipo de lâmpada possui um tubo de quartzo e dois filamentos de 
tungsténio e contém 60mg de mercúrio a 10Torr (unidade de pressão), aproximadamente. 
As lâmpadas de pressão média têm uma saída espectral que vai desde os 200 nm até 
comprimentos de onda de quase 600 nm, o que resulta numa série de emissões na região 
ultravioleta e no intervalo do visível. Estas contêm cerca de 300mg de mercúrio a 1000Torr, 
e operam a elevadas temperaturas, de forma que a superfície da lâmpada pode alcançar os 
800ºC, implicando por isso um elevado consumo de energia (Koutchma 2009). 
Um fator importante a considerar na escolha do tipo de lâmpada é a sua eficiência 
germicida. As lâmpadas de baixa pressão apresentam o dobro da eficiência das lâmpadas 
de pressão média e um menor consumo de energia ao serem utilizadas (Bolton and Cotton 
2008). Oliveira and Anjos (2012) reforçaram esta ideia através do seu estudo, onde 
verificaram uma redução microbiana significativa no tratamento ultravioleta com o uso das 
lâmpadas de baixa pressão. 
O uso de ultravioleta tem sido utilizado com sucesso por muitos anos para a 
descontaminação de água potável (Templeton et al. 2006; Bolton et al. 2010). Para outros 
líquidos, tais como sucos de frutas, um dos principais fatores limitantes para a eficiência do 
tratamento com ultravioleta é a profundidade de penetração reduzida como resultado da 
presença de solutos e partículas (Wright et al. 2000). 
3.3.3.5. Inativação dos microrganismos pela radiação ultravioleta 
 É fundamental fazer-se a distinção entre a inativação e a morte de microrganismos. 
No caso de desinfetantes químicos, como o cloro e o dióxido de cloro, inativar e/ou matar 
podem ser considerados sinónimos, uma vez que estes produtos danificam e destroem as 
estruturas celulares dos microrganismos, o que interfere no seu metabolismo, na sua 
biossíntese e na sua multiplicação. De maneira oposta, a radiação ultravioleta, não destrói 
nem danifica as suas estruturas celulares, apenas impede a sua reprodução. Os ácidos 
nucleicos, ácido desoxirribonucleico (ADN) e ácido ribonucleico (ARN), representam os 
constituintes celulares alvos para a inativação pela radiação ultravioleta, na maioria dos 
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microrganismos (Bolton, 2000). É sabido que microrganismos que não se podem reproduzir 
também não podem infetar, logo não seriam capazes de causar doença (Koutchma 2009).  
Ainda que todos os comprimentos de onda ultravioleta causem efeitos fotoquímicos, 
os comprimentos de onda na faixa UVC (200-280 nm), conhecida como faixa germicida, são 
particularmente prejudiciais às células, afetando bactérias, vírus e outros agentes 
patogénicos. A maior eficiência em termos germicidas é obtida com radiação entre 250 e 
270 nm, mas pode diminuir à medida que o comprimento de onda aumenta (Guerrero-
Beltrán and Barbosa Cánovas 2004; Kowalsky 2009; Kneissl and Rass 2016).  
Avanços recentes na ciência e na engenharia da radiação ultravioleta demonstraram 
que esta é uma promessa considerável no processamento de alimentos como alternativa ao 
tratamento térmico tradicional para alimentos líquidos (Koutchma 2009). 
3.3.3.6. Uso do ultravioleta para preservação de alimentos 
A deterioração de alimentos por microrganismos é causa de perdas para as 
indústrias, pois determina a vida comercial de um produto, além de representar um risco 
para o consumidor (McDonald and Sun 2008). 
 É importante identificar os principais deteriorantes de cada alimento, bem como os 
processos que visem a sua inativação ou dificultem o seu desenvolvimento.  
O tratamento ultravioleta é uma promissora alternativa aos tratamentos mencionados 
anteriormente, como a pasteurização, o tratamento UHT, e a filtração, visto ser de fácil 
aplicação e sem efeitos prejudiciais para o meio ambiente ou para o consumidor (Barbosa-
Canovas et al 1998; Manzocco et al 2016).  
A aplicação de UV-C como uma técnica não térmica para prolongar a vida útil de 
alimentos é comumente utilizada para a conservação de bebidas, sucos e frutas (Gómez et 
al. 2010; Ukuku and Geveke 2010; Gabriel 2012; Syamaladevi et al. 2013; Müller et al. 2015; 
Tremarin et al. 2016; Braga 2018). 
Uma vez que o tratamento é superficial, é necessário o conhecimento do alimento a 
ser tratado com ultravioletas. 
4. Material e métodos 
4.1. Protocolo para o estudo  
Tendo em vista a realização deste estudo, foram enviadas amostras de água de 
coco de origem industrial para serem analisadas microbiologicamente na empresa BQ.  
Foram feitas análises microbiológicas a 91 amostras para controlo de qualidade 
interno da empresa, entre os meses de outubro de 2019 e março de 2020. As análises 
foram feitas de acordo com a Resolução da Diretoria Colegiada nº 12, de 02 de janeiro de 
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2001, que determina os padrões microbiológicos para alimentos e estipula a quantificação 
de bactérias coliformes totais e termotolerantes em 1ml e diluições seriadas, e a pesquisa 
de Salmonella spp. em 25 ml de amostras de água de coco.  
Foi desenvolvido pela empresa produtora de água de coco um projeto piloto para 
validação do tratamento de amostras congeladas e/ou refrigeradas com radiação 
ultravioleta. Além da quantificação de coliformes totais, coliformes termotolerantes e 
pesquisa de Salmonella spp. em 25 ml, foi realizada a contagem de bolores e leveduras e 
de mesófilos totais em 1ml e diluições seriadas de amostras de água de coco, de acordo 
com a Instrução Normativa nº 27, de 22 de julho de 2009 que estabelece os procedimentos 
mínimos de controlo higiossanitário, padrões de identidade e características mínimas de 
qualidade gerais para a água de coco. O processo de validação foi desenvolvido pela 
indústria de água de coco, sendo enviado apenas para análise microbiológica na empresa 
BQ. 
4.2. Recolha das amostras 
As amostras foram recolhidas no final da linha de embalamento por funcionários da 
empresa produtora, de acordo com a amostragem definida. As garrafas de água de coco 
(produto final) foram colocadas num recipiente isotérmico e enviadas para o laboratório BQ 
de modo a chegarem ainda congeladas para análise microbiológica. As amostras eram 
recebidas e registradas para serem analisadas (figura 5 e 6).   
 
Figura 5: Embalagem isotérmica utilizada no transporte das amostras para o laboratório 




Figura 6: Amostra congelada logo após receção (original, arquivo pessoal). 
 
4.3. Pesagem e preparação da amostra em geral 
Antes do início do procedimento de diluição, as amostras a serem analisadas foram 
homogeneizadas, de forma que qualquer alíquota fosse capaz de representar a amostra 
como um todo. Para diluição, as amostras foram descongeladas em refrigeração. Para a 
descongelação das amostras, estas foram mantidas a 0-5ºC durante aproximadamente 12 
horas antes de serem homogeneizadas e analisadas.  
Numa solução de 225 ml de água peptonada tamponada 0,1% pipetaram-se 25±0,2 
ml da amostra, conforme recomendação da ISO 6887-5:2010. A amostra foi homogeneizada 
por aproximadamente 60 segundos em stomacher, seguindo-se a aplicação da técnica das 
diluições decimais.  
 




4.4. Pesquisa de Salmonella spp. 
A técnica utilizada para pesquisa de Salmonella spp. em 25 ml foi a descrita na ISO 
6759:2002, que considera as seguintes etapas: pré-enriquecimento, enriquecimento 
seletivo, plaqueamento diferencial, confirmação preliminar e sorologia. Para o pré-
enriquecimento, uma alíquota de 25 ml da amostra foi diluída em 225 ml de água peptonada 
tamponada. As amostras foram incubadas em estufa a 35±2ºC por 18-24 horas. Seguiu-se a 
etapa do enriquecimento seletivo, que consistiu em semear alíquotas de 0,1 ml da cultura 
pré-enriquecida em tubos tubo com 10 ml de caldo Rappaport-Vasiliadis (RV) seguindo-se 
incubação a 41±1ºC por 24±2 horas e 1 ml em tubos com 10 ml de caldo Tetrationato (TT) 
seguindo-se incubação a 35±2ºC por 24±2 horas (figura 8). 
 
Figura 8: Meio de cultura utilizado no enriquecimento seletivo de Salmonella spp.: caldo de 
Rappaport-Vassilidis e caldo de Tetrationato; tubos da esquerda: inoculados sem 
desenvolvimento bacteriano; tubos da direita: inoculados com evidência de desenvolvimento 
bacteriano, por mudança de cor e turvação do meio de cultura (original, arquivo pessoal). 
 
De cada tubo do enriquecimento seletivo, apresentando evidência de 
desenvolvimento bacteriano (turvação do meio e mudança de cor) ou não, foi retirada uma 
alíquota para esgotamento em placa com agar verde brilhante (BPLS) e outra para 
isolamento em placa com agar xilose lisina desoxicolato (XLD). As placas foram incubadas 
em estufa a 37±1ºC por 24±3 horas. Em BPLS as colónias típicas são incolores ou de 
coloração rosada, translúcidas a ligeiramente opacas. Quando há presença de 
microrganismos fermentadores de lactose, podem apresentar coloração verde-amarelada. 
Em XLD as colónias típicas são arredondadas, vermelhas ou vermelhas com centro negro. 
Para confirmação preliminar, com o auxílio de uma agulha de inoculação foi retirada uma 
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colónia característica, a qual é inoculada em tubo contendo agar lisina ferro (LIA) inclinado e 
outra colónia característica foi retirada e inoculada em tubo contendo agar triple sugar iron, 
TSI (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, França) inclinado. Ambos foram incubados em 
estufa a 35±2ºC por 24 horas e os resultados analisados de acordo com o descrito na tabela 
2. Para os tubos com reações sugestivas da presença de Salmonella spp. foi recolhida uma 
colónia para prosseguir com os testes confirmatórios e sorológicos.  
4.4.1. Testes Confirmatórios 
4.4.1.1. Teste do indol 
Com uma ansa, transferiu-se uma alíquota contendo cultura do tubo de TSI com 
reação positiva para um novo tubo contendo 10 ml de água peptonada tamponada 0,1%, o 
qual foi incubado a 35±2ºC por 18 a 24 horas. Após o período de incubação, foi adicionado 
0,3 ml de reagente de Kovac’s (Merck, Darmstadt, Alemanha) e observou-se se ocorria 
formação de um anel vermelho na superfície, o que seria indicativo de resultado positivo 
para o teste do indol. 
4.4.1.2. Teste sorológico 
A partir de uma cultura com 24 horas em TSI, com uma ansa transferiu-se cultura 
para uma lâmina de vidro, e adicionou-se uma gota de solução salina fisiológica estéril e 
para outra lâmina, adicionando 1 gota de soro polivalente anti-Salmonella “O” (Probac do 
Brasil, São Paulo, Brasil). Sob fundo escuro, observa-se a presença de aglutinação na 
mistura da colónia com o anti-soro. 
Os resultados dos testes confirmatórios foram analisados e registados sendo 
considerada uma reação característica de Salmonella spp. um resultado negativo para o 
teste do indol e positivo para o soro polivalente anti-Salmonella “O”. Os resultados foram 
expressos em “Ausência/25ml” ou “Presença/25ml”. 
4.5. Contagem de Coliformes totais  
Para quantificação de coliformes totais foi utilizado o método descrito na ISO 
4831:2012 e os métodos do “Compendium of Methods for the Microbiological Examination of 
Foods” (American Public Health Association 2015). 
4.5.1. Teste presuntivo 
Após fazer diluições decimais da água de coco em água peptonada tamponada 
0,1%, conforme descrito anteriormente, pipetou-se 1 ml de cada diluição para placa de Petri 
e realizou-se de seguida a incorporação de agar VRB (Merck, Darmstadt, Alemanha) 
previamente fundido e esterilizado. Após solidificação do agar, adicionou-se mais uma 
camada de agar e após a segunda solidificação as placas foram incubadas invertidas em 
estufa a 35±2ºC por 18 a 24 horas. A contagem das colónias características após incubação 
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(figura 9) foi efetuada da seguinte forma: selecionaram-se placas que apresentavam entre 
15 e 150 colónias. Foram consideradas típicas as colónias rosadas, com 0,5 a 2 mm de 
diâmetro, apresentando ou não halo. O número de colónias foi contado e registrado, e 
retiraram-se 3 a 5 colónias para testes confirmatórios.  
 
Figura 9: Placas do meio VRB após incubação, com presença de colónias típicas (original, 
arquivo pessoal). 
 
4.5.2. Confirmação de coliformes totais  
Dentre as colónias típicas, foram selecionadas 3 a 5 colónias e estas foram 
transferidas, uma a uma, para tubo com caldo verde brilhante com tubo de Durham 
invertido. Utilizaram-se 3 tubos sempre que a contagem total foi inferior a 1000 colónias, e 5 
tubos se a contagem de colónias foi superior a 1000 colónias). Os tubos eram incubados em 
estufa a 35±2ºC por 48 horas. Foram considerados positivos para coliformes totais os tubos 
que apresentaram turvação do meio e produção de gás (formação de bolha dentro do tubo 
de Durham), devido à fermentação da lactose presente no meio de cultura, sem película 
superficial. Eram verificados os tubos considerados positivos, registados e encaminhados 
para confirmação de coliformes termotolerantes. Os outros tubos eram descartados. 
4.6. Contagem de Coliformes Termotolerantes 
Para a quantificação de coliformes termotolerantes foram utilizados protocolos 
estabelecidos de acordo com a ISO 4831:2012 e métodos do “Compendium of Methods for 
the Microbiological Examination of Foods” (APHA, 2015). 
Dos tubos com reação positiva no teste de coliformes totais, foi retirada uma alíquota e 
transferida para tubo com caldo Escherichia coli (EC) (Probac do Brasil, São Paulo, Brasil) e 
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tubo de Durham invertido. Os tubos foram incubados em estufa a 45ºC por 48 horas. Foram 
considerados positivos os tubos que apresentaram turvação do meio e produção de gás 
(formação de bolha dentro do tubo de Durham), devido à fermentação da lactose presente 
no meio de cultura. Os tubos considerados positivos foram registados para cálculo do 
resultado final, de acordo com a técnica do número mais provável (NMP). 
 
4.7. Contagem de Escherichia Coli 
Para contagem de E. coli foram utilizados protocolos estabelecidos de acordo com a 
ISO 4831:2012 e métodos do “Compendium of Methods for the Microbiological Examination 
of Foods” (APHA, 2015). 
4.7.1. Teste Indol 
Em cada tubo com evidências de desenvolvimento e produção de gás em caldo EC 
foi adicionado 0,5ml de Reagente de Kovac’s, para verificar se ocorria formação de um anel 
vermelho, sendo este característico de reação positiva.  
4.7.2. Meio Eosina Azul de Metileno (EMB) 
A partir de cada tubo de caldo E.C positivo para coliformes termotolerantes, retirou-
se uma alíquota com auxílio de uma ansa, efetuando-se sementeira por esgotamento numa 
placa de Petri contendo agar EMB (Merck, Darmstadt, Alemanha) que incubou a 35±2ºC por 
18-24 horas. Consideraram-se colónias típicas as que apresentaram tamanho grande, 
coloração preto-azulada, com reflexo verde metalizado ou não. 
 
4.8. Contagem de bolores e leveduras 
Para a análise de bolores e leveduras foram utilizados protocolos de pesquisa e 
quantificação de acordo com o disposto na ISO 6611:2004. Foram transferidas alíquotas de 
1 ml das diluições consideradas necessárias para placas de Petri estéreis e vazias, após o 
que se incorporou agar DRBC (Laborclin, Pinhais, Brasil). Após solidificação do meio de 
cultura, as placas foram incubadas sem inverter em estufa a 25ºC durante 3 a 5 dias. 
As colónias de leveduras opacas, com forma irregular e de tamanho grande foram 
selecionadas e a multiplicação bacteriana em placa avaliada.  
A contagem de colónias, o cálculo e a expressão dos resultados foi efetuada de 
acordo com a ISO 21527-2:2008. 
4.9. Contagem de microrganismos aeróbios mesófilos  
Para contagem de microrganismos aeróbios mesófilos foram utilizados protocolos de 
análise de acordo com ISO 4833-1:2013. Depois de preparadas as diluições decimais da 
amostra, foram transferidas alíquotas de 1 ml das diluições necessárias para placas de Petri 
estéreis e vazias. Foi vertido 15ml de agar PCA (Plate Count Agar) (Probac do Brasil, São 
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Paulo, Brasil) e após solidificação do meio de cultura as placas foram incubadas em estufa a 
35±2ºC por 48 horas. 
Consideraram-se as placas que apresentavam entre 30 a 300 colónias, e procedeu-
se à contagem das mesmas. O resultado final foi expresso em ufc/ml. 
5. Delineamento experimental 
5.1. Análise microbiológica para controlo de qualidade interno 
 Entre os meses de outubro de 2019 e março de 2020 foram feitas análises 
microbiológicas a 91 amostras de água de coco para efeitos de controlo de qualidade da 
empresa produtora. As amostras eram enviadas pela indústria diretamente para o 
laboratório, 2 a 3 vezes ao mês, de forma asséptica após passarem pelo processo de 
ultracongelação a -30ºC na indústria.  
Foram feitas análises únicas para pesquisa e/ou quantificação de Salmonella spp., 
coliformes totais, coliformes termotolerantes e E. coli no dia de receção das amostras, e os 
resultados obtidos eram registrados em tabelas para controlo e organização interna do 
laboratório BQ.  
5.2. Tratamento com radiação ultravioleta 
 Foi desenvolvido um estudo de amostras de águas de coco processadas com 
radiação ultravioleta. Para realização do estudo foram recolhidas garrafas do produto final, 
água de coco, sendo que algumas amostras foram expostas a radiação ultravioleta e outras 
não passaram por nenhum tipo de tratamento ultravioleta. As amostras selecionadas para o 
estudo foram tratadas termicamente de diferentes formas, de acordo com protocolo 
desenvolvido para cada amostra.  
Para o tratamento ultravioleta foram utilizadas lâmpadas de quartzo emitindo 
comprimentos de onda de aproximadamente 256 nanómetros (nm) sendo o tempo de 
exposição contínua de 60 segundos, de acordo com o protocolo desenvolvido pela empresa 
produtora de água de coco pré-embalada. Após o tratamento ultravioleta as amostras foram 
congeladas a -30ºC ou refrigeradas a 0-5ºC, dependendo do protocolo individual 
desenvolvido para a amostra.  
5.3. Protocolos de aplicação de radiação ultravioleta 
Foram testados 3 tipos de protocolos experimentais para avaliar a eficácia do 
tratamento ultravioleta da água de coco. 
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Os protocolos foram desenvolvidos pela empresa responsável pela produção de 
água de coco pré-embalada, e foram sendo otimizados e alterados de acordo com os 
resultados e conclusões de cada protocolo.  
Foi enviada uma única amostra tratada por cada protocolo para análise no 
laboratório, para posteriormente serem feitos mais estudos com maior número de amostras, 
visando a padronização de um dos protocolos de processamento para uso regular na 
indústria. Entretanto, a pesquisa foi interrompida por suspensão temporária da indústria. 
5.4. Protocolo 1   
Conforme a tabela 2, foram recolhidas quatro amostras do lote NI01. Duas amostras 
(NI01a e NI01b) foram tratadas por radiação ultravioleta durante 60 segundos e logo após o 
tratamento a amostra NI01a passou pelo tratamento de ultracongelação a -30ºC em túnel de 
congelação ultra-rápida, e a amostra NI01b foi refrigerada a 0-5ºC em frigorífico. As outras 
duas amostras (NI01c e NI01d) não foram tratadas por radiação ultravioleta, contudo a 
amostra NI01c passou pelo tratamento de ultracongelação a -30ºC em túnel de congelação 
ultra-rápida e a amostra NI01d foi refrigerada a 0-5ºC, mantendo as mesmas condições 
descritas para as amostras tratadas com radiação ultravioleta.   
Tabela 2: Identificação das amostras de água de coco do lote NI01 considerando o uso de 
tratamento ultravioleta e arrefecimento aplicado. 
 Amostra NI01a Amostra NI01b Amostra NI01c Amostra NI01d 
Tratamento 
ultravioleta 
Sim Sim Não  Não 
Tratamento 
térmico 
Ultracongelação Refrigeração Ultracongelação Refrigeração 
 
Foram feitas análises para pesquisa de Salmonella spp., quantificação de coliformes 
totais e coliformes termotolerantes, pesquisa de E. coli, quantificação de mesófilos totais e 
quantificação de bolores e leveduras no dia 1 e no dia 15 após o fabrico.  
5.5. Protocolo 2 
Foram recolhidas 2 amostras do lote 295 (Tabela 3). Uma amostra passou por 
tratamento ultravioleta durante 60 segundos e foi imediatamente ultracongelada a -30ºC em 
túneis de congelação ultra-rápido (amostra 295a); a outra amostra foi ultracongelada à 
mesma temperatura e protocolo, entretanto sem aplicação de tratamento ultravioleta 
(amostra 295b).  
Tabela 3: Identificação das amostras de água de coco do lote 295 considerando o uso de 
tratamento ultravioleta e congelação aplicado. 
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 Amostra 295a Amostra 295b 
Tratamento UV Sim Não 
Tratamento térmico Ultracongelação Ultracongelação 
  
As amostras foram analisadas considerando pesquisa de Salmonella spp., 
quantificação de coliformes totais, quantificação de coliformes termotolerantes, pesquisa de 
E. coli, quantificação de mesófilos totais e quantificação de bolores e leveduras nos dias 1, 
10, e 15. 
5.6. Protocolo 3  
Realizou-se a recolha de 2 amostras do lote 338 (tabela 4). A amostra 338a foi 
tratada com radiação ultravioleta durante 60 segundos e imediatamente ultracongelada a -
30ºC em túneis de congelação ultra-rápida, enquanto a amostra 338b foi tratada por 
radiação ultravioleta e refrigerada a 0-5ºC. 
Tabela 4: Identificação das amostras de água de coco do lote 338 considerando o uso de 
tratamento ultravioleta e tratamento térmico aplicado. 
 Amostra 338a Amostra 338b 
Tratamento UV Sim Sim 
Tratamento térmico Ultracongelação Refrigerada 
 
Foram feitas análises para pesquisa de Salmonella spp., quantificação de coliformes 
totais, quantificação de coliformes termotolerantes, pesquisa de E. Coli, quantificação de 
mesófilos totais e quantificação de bolores e leveduras nos dias 1, 10, e 15. 
6. Análise de Dados 
Todos os dados da avaliação das características microbiológicas e desenvolvimento 
de gráficos foram feitos informaticamente numa base de dados criada no programa MS 
Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, USA). 
 
7. Resultados e Discussão 
A utilização de tratamento ultravioleta em amostras de água de coco com diferentes 
tratamentos térmicos foi testada durante este estudo, visando a seleção de um novo 
tratamento de redução microbiana para ser utilizado na indústria de água de coco.  
Uma das características do tratamento ultravioleta é o facto de inibir a multiplicação 
de microrganismos causando alterações sensoriais mínimas (Guerrerro-Beltran and 
Barvosa-Canovas 2004). Ao inativar os microrganismos e o seu desenvolvimento, 
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proporciona uma maior vida útil dos produtos assim tratados, o que já foi comprovado em 
diversos tipos de alimentos, inclusive em amostras de água mineral e sumos (Tran and Farid 
2006). 
7.1. Análise microbiológica para controlo de qualidade  
Com intuito de realizar o controlo de qualidade interno da indústria, efetuou-se 
pesquisa de Salmonella spp. em 25 ml, contagem de coliformes totais, contagem de 
coliformes termotolerantes e pesquisa de E. coli, às 91 amostras em estudo. Os resultados 
encontram-se ilustrados no Anexo 1.  
7.1.1. Pesquisa de Salmonella spp. em 25 ml 
 Não foi detetada a presença de Salmonella spp. em nenhuma das 91 amostras 
analisadas. 
7.1.2. Contagem de coliformes totais 
 A análise a coliformes totais apresentou resultados satisfatórios para todas as 
amostras. Os resultados obtidos variaram entre 1 log ufc/ml (limite inferior de deteção 
método) e 5.55 log ufc/ml, apresentando com valor médio de 4.23 ± 0.83 log ufc/ml. 
 A legislação brasileira não prevê valores mínimos ou máximos para contagem de 
coliformes totais, sendo assim todas as amostras analisadas são consideradas conformes e 
aptas à comercialização e consumo.  
7.1.3. Contagem de coliformes termotolerantes 
 Os resultados obtidos nas análises das 91 amostras de água de coco apresentaram 
valores entre 1 log ufc/ml (limite mínimo de deteção do método) e 4.77 ufc/ml, apresentando 
um valor médio de 2.16 ±1.22 log ufc/ml. 
 De acordo com a RDC 12 de janeiro de 2001, legislação vigente durante o período 
das análises, a quantidade máxima aceitável de coliformes termotolerantes, 
independentemente da espécie é de 2 log ufc/ml. Assim sendo, 46 amostras estariam em 
não conformidade legal, tornando-se inadequadas para consumo (resultados apresentados 
no anexo 1). 
Já a Instrução Normativa 60 de 23 de dezembro de 2019, que a partir de 23 de 
dezembro de 2020 revogou a RDC 12 de janeiro de 2001, não indica limites máximos para a 
contagem de coliformes totais, sendo assim, utilizando apenas este parâmetro, todas as 
amostras seriam consideradas conformes e aptas para consumo, desde que sejam 
negativas para a presença de E. coli.   
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7.1.4. Pesquisa e quantificação de Escherichia coli 
Foi detetada presença de E. coli em 5 amostras. Os resultados obtidos nas análises 
das 5 amostras de água de coco que apresentaram resultado positivo para pesquisa de E. 
coli estão ilustrados na tabela 5, e representaram aproximadamente 5,49% do total de 
amostras analisadas.  
 A pesquisa de E. coli na amostra do lote 316 foi realizada em duplicado. 
Tabela 5: Resultados da pesquisa e quantificação de E. coli em amostras enviadas para 
controlo de qualidade industrial. 
Pesquisa de 
E. coli 
Lote Tubos positivos 
Caldo E.C 
NMP (em log ufc/ml) 
316 1/3 3.77  
316 1/3 2.55 
337 1/3 2.46  
339 1/3 3.43 
357 1/3 3  
358 3/3 4.77 
De acordo com a Instrução Normativa 60 de 23 de dezembro de 2019 é determinado 
o limite máximo de E. coli é de 2 log ufc/ml para sumos e outras bebidas “in natura” ou 
reconstituídas. Sendo assim, todas as amostras onde foi constatada a presença de E. coli 
foram consideradas não conformes para consumo.   
7.2. Protocolos com uso de tratamento ultravioleta 
Para avaliação do tratamento ultravioleta foram testados pela empresa produtora de 
água de coco diferentes protocolos, com e sem o uso do tratamento ultravioleta, e diferentes 
tratamentos térmicos, como por exemplo a ultracongelação a -30ºC e a refrigeração a 0-5ºC.  
Nas amostras analisadas, foram feitas a pesquisa de Salmonella spp., contagem de 
coliformes totais, contagem de coliformes termotolerantes, pesquisa e quantificação de E. 
coli, contagem de mesófilos totais e contagem de bolores e leveduras.  
7.2.1. Resultado do protocolo 1 
Os resultados obtidos para o protocolo 1 no dia 1 e dia 15 após fabrico estão 
ilustrados nas tabelas 6 e 7.  
Tabela 6: Resultados microbiológicos obtidos nas amostras submetidas ao protocolo 1 no dia 
1 após fabrico, expressos em log ufc/ml. 
Protocolo 1 - DIA 1 




















Coliformes totais 2.30  2.48  2.66   2.45   
Coliformes 
termotolerantes 
<1  <1   <1   <1   
E. coli Não detetado  Não detetado  Não detetado  Não detetado  
Mesófilos totais 
 
2.36   2.92   3.02   3.48   
Bolores e 
leveduras 
1.95   2.91   2.52   2.90   
 
Tabela 7: Resultados microbiológicos obtidos nas amostras submetidas ao protocolo 1 no dia 
15 após fabrico, expressos em log ufc/ml. 
Protocolo 1 - DIA 15 


















Coliformes totais 3.78   6.30   4.46   6.32   
Coliformes 
termotolerantes 
<1   <1   <1   <1   
E. coli Não detetado Não detetado  Não detetado  Não detetado  
Mesófilos totais 
 
4.48   6.56   4.68   6.59   
Bolores e 
leveduras 
2.58   5.94   2.65   6.20   
7.2.2. Resultado do protocolo 2 
Os resultados obtidos para o protocolo 2 no dia 1, 10 e 15 após fabrico estão 
ilustrados na tabela 8.  
Tabela 8: Resultados microbiológicos obtidos nas amostras submetidas ao protocolo 2 no dia 





tratamento ultravioleta (295ª) 
Ultracongelação sem tratamento 
ultravioleta (295b) 
Lote 295 Dia 1 Dia 10 Dia 15 Dia 1 Dia 10 Dia 15 
Samonella spp. Ausente em 25ml Ausente em 25ml 
Coliformes totais 1.67   1.95   2.79   4   4.38   4.83   
Coliformes 
termotolerantes 














Mesófilos totais 3.18   3.70   5.32   4.52   4.89   6.41   
Bolores e 
leveduras 
2.23   4.18   5.20   1.11   4.52   6.18   
7.2.3. Resultado do protocolo 3  
Os resultados das análises microbiológicas obtidos para o protocolo 3 nos dias 1, 10 
e 15 após fabrico estão ilustrados na tabela 9.  
Tabela 9: Resultados microbiológicos obtidos nas amostras submetidas ao protocolo 3 nos 
dias 1, 10 e 15 após fabrico, expressos em log ufc/ml. 
 Ultracongelação associado 
tratamento ultravioleta (338a) 
Refrigeração associado ao 
tratamento ultravioleta (338b) 
Lote 338 Dia 1 Dia 10 Dia 15 Dia 1 Dia 10 Dia 15 
Samonella spp. Ausente em 25ml Ausente em 25ml 
Coliformes totais 3   3.54   2. 88   3.41   4.90   3.23   
Coliformes 
termotolerantes 
<1   <1   <1   <1   <1   <1   












Mesófilos totais 3.18   3.90   4.70   3.53   5   3.48   
Bolores e 
leveduras 
2.87   3.08   5.08   2.90   3   3.72   
 
7.2.4. Resultados de acordo com tratamento térmico - Ultracongelação a -30ºC 
Os resultados das amostras enviadas pela indústria e analisadas no laboratório BQ 
foram organizados de acordo com o tipo de tratamento aplicado (uso de radiação ultravioleta 
e binómio tempo-temperatura de arrefecimento).  
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Os protocolos de análises foram desenvolvidos pela empresa de água de coco, e a 
frequência das análises e tipo de tratamentos aplicados a cada lote variaram.  
As amostras analisadas que sofreram o tratamento térmico ultracongelação a -30ºC 
foram: NI01a, NI01c, 295a, 295b e 338a.  
O lote NI01 teve as amostras NI01a e NI01c analisadas apenas nos dias 1 e dia 15, 
já as amostras do lote 295 e lote 338 foram analisadas no dia 1, 10 e 15. 
Os resultados obtidos após análise das amostras ultracongeladas a -30ºC com e 
sem tratamento ultravioleta após processamento são apresentados nas tabelas 10, 11 e 12.  
 
 
Tabela 10: Resultados obtidos no dia 1 após fabrico das amostras NI01a, 295a, 338a, NI01c e 
295b, expressos em log ufc/ml. 
ULTRAONGELAÇÃO A -30ºC – DIA 1 






Salmonella spp. Ausente em 25 ml Ausente em 25 ml 
Coliformes totais 2.30 1.67 3.00 2.62 2.66 4 3.72 
Coliformes 
termotolerantes 


















2.11 3.18 3.18 2.77 3.02 4.52 4.23 
Bolores e 
leveduras 
1.95 2.23 2.87 2.52 2.52 1.11 1.88 
As amostras NI01a, 295a e 338a foram submetidas ao mesmo tratamento térmico de 
ultracongelação a -30ºC associado a aplicação de ultravioleta, já as amostras NI01c e 295b 
foram submetidas ao tratamento térmico de ultracongelação a -30ºC sem a aplicação de 
ultravioleta. Apesar dos lotes serem distintos entre si, o processo produtivo aplicado foi o 
mesmo.  
As amostras após ultracongelação que passaram por tratamento ultravioleta quando 
comparadas com as amostras que não passaram por tratamento ultravioleta apresentaram 
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no dia 1 após fabrico os seguintes resultado: as amostras com aplicação de ultravioleta 
apresentaram menor desenvolvimento e contagem microbiológica para coliformes totais e 
mesófilos totais, porém maior desenvolvimento de bolores e leveduras quando comparadas 
com as amostras ultracongeladas a -30ºC sem aplicação de ultravioleta.  
As amostras submetidas a ultracongelação a -30ºC associada ao tratamento 
ultravioleta apresentaram na contagem de coliformes totais um valor médio de 2.62 ± 0,66 
log ufc/ml. Já as amostras submetidas a ultracongelação sem associação ao tratamento 
ultravioleta apresentaram um valor médio de 3.72 ± 0.95 log ufc/ml nas contagens de 
coliformes totais.   
Todas as amostras que passaram por tratamento ultravioleta após a ultracongelação 
apresentaram valores médios de contagem de coliformes totais inferiores a 4.23 log ufc/ml ± 
0.83, valor obtido para as 91 amostras do controlo de qualidade.  
A média dos resultados obtidos para contagem de mesófilos totais foi menor para as 
amostras ultracongeladas após o uso do tratamento ultravioleta do que para as amostras 
que passaram apenas por ultracongelação após o fabrico sem aplicação de radiação 
ultravioleta.  
Em relação aos mesófilos totais o valor médio obtido após tratamento de 
ultracongelação associado ao ultravioleta foi de 3.02 ± 0.61 log ufc/ml, enquanto que para o 
mesmo tratamento térmico sem aplicação de ultravioleta foi de 4.23 ± 1.21 log ufc/ml. 
No caso dos bolores e leveduras, após tratamento ultravioleta, no dia 1 após fabrico, 
as amostras ultracongeladas apresentaram um valor médio de 2.52 ± 0.46 log ufc/ml, 
enquanto a amostra sem tratamento ultravioleta apresentou um valor médio de 1.88 ± 0.72 
log ufc/ml. Na presente análise, os resultados obtidos para as amostras após tratamento 
ultravioleta foram superiores do que o resultado obtido para as amostras sem aplicação do 
ultravioleta.  
Tabela 11: Resultados microbiológicos obtidos no dia 10 após fabrico das amostras 295a, 338a 
e 295b, expressos em log ufc/ml. 
ULTRACONGELAÇÃO A - 30ºC – DIA 10 




Salmonella spp. Ausente em 25ml 
Ausente em 
25ml 











Não detetado  Não detetado  
Mesófilos totais 
 
3.70   3.90   3.81   4.89   
Bolores e leveduras 4.18   3.08   3.91   4.52   
  As amostras ultracongeladas após tratamento ultravioleta apresentaram um valor 
médio para contagem de coliformes totais de 3.26 ± 1.12 log ufc/ml.  
Em relação a contagem de mesófilos totais as amostras ultracongeladas após 
tratamento ultravioleta apresentaram valores médios de 3.81 ± 0.14 log ufc/ml.  
Quanto aos bolores e leveduras, estes apresentaram valor médio de 3.91 ± 0.77 log 
ufc/ml.  
É possível observar que para as amostras ultracongeladas a -30ºC após tratamento 
ultravioleta, o resultado obtido em todas as contagens é menor quando comparado com a 
contagem da amostra única sem tratamento ultravioleta. Estes resultados sugere que o uso 
de ultravioleta poderá ser vantajoso na redução do desenvolvimento de coliformes totais, 
coliformes termotolerantes, E. coli, mesófilos totais e bolores e leveduras, similarmente aos 
resultados obtidos por Braga (2018), Gabriel (2012) e Ukuku and Geveke (2010). Entretanto, 
no futuro, um estudo com um número maior de amostras para cada tipo de tratamento será 
essencial para poder avaliar a variabilidade e significância dos resultados.  
Não foi identificada a presença de Salmonella spp., e de E. coli em nenhuma 
amostra, independentemente do tipo de tratamento térmico ou ultravioleta aplicado. Em 
nenhuma análise houve multiplicação de coliformes termotolerantes.  
A amostra do lote NI01a e NI01c não foi analisada no dia 10, e não há amostra do 
lote 338 sem aplicação de tratamento ultravioleta.  
Tabela 12: Resultados microbiológicos obtidos no dia 15 após fabrico das amostras NI01a, 
295a, 338a, NI01c e 295b, expressos em log ufc/ml. 
ULTRACONGELAÇÃO A -30ºC – DIA 15 










3.78   2.79   2.88   3.39   4.46   4.83   4.69   
Coliformes 
termotolerantes 
<1   <1   <1   <1   <1   <1   <1   
















4.48   5.32   4.70   4.98   4.68   6.41   6.13   
Bolores e 
leveduras 
2.58   5.20   5.08   4.97   2.65   6.18   5.88   
As amostras ultracongeladas após tratamento ultravioleta apresentaram valores 
médios para contagem de coliformes totais de 3.39 ± 0.5 log ufc/ml. Ao mesmo tempo, a 
média obtida para o mesmo tratamento térmico sem aplicação de ultravioleta foi de 4.69 ± 
0.26 log ufc/ml. 
Em relação à contagem de mesófilos totais, as amostras ultracongeladas após 
tratamento ultravioleta apresentaram valores médios de 4.98 ± 0.44 log ufc/ml. Os valores 
obtidos para as amostras ultracongeladas sem aplicação de ultravioleta foram superiores, 
sendo a média para contagem de mesófilos totais 6.13 ± 1.23 log ufc/ml.  
Para as análises realizadas no dia 15 após fabrico, as amostras ultracongeladas 
após aplicação do tratamento ultravioleta apresentaram na contagem de bolores e leveduras 
um valor médio de 4.97 ± 1.48 log ufc/ml. As amostras com o mesmo tratamento térmico 
sem aplicação de ultravioleta apresentaram valores médios de 5.88 ± 2.49 log ufc/ml.  
É possível observar que para as amostras ultracongeladas a -30ºC após tratamento 
ultravioleta, o resultado obtido em todas as contagens no dia 15 após fabrico é menor 
quando comparado com as médias de contagem das amostras sem tratamento ultravioleta. 
Estes resultados sugerem que o uso de ultravioleta poderá ser vantajoso na redução do 
desenvolvimento de coliformes totais, coliformes termotolerantes, E. coli, mesófilos totais e 
bolores e leveduras 
Os resultados obtidos nesta análise não podem ser comparados com os resultados 
das 91 amostras de controlo de qualidade, já que não houve análise das amostras no dia 15 
após fabrico. 
É possível observar no gráfico 1, que para as amostras ultracongeladas a -30ºC após 
tratamento ultravioleta, o resultado obtido em todas as contagens de coliformes totais das 
amostras que passaram por tratamento ultravioleta é menor quando comparado com as 





Gráfico 1: Média das contagens de coliformes totais (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após 
fabrico das amostras submetidas a ultracongelação a -30ºC com (azul) e sem (vermelho) o uso 
de ultravioleta. 
      Em relação a contagem de mesófilos totais o mesmo padrão é observado, onde a 
contagem de microrganismos ao longo do tempo mostrou-se inferior nas amostras tratadas 
com ultravioleta após ultracongelação a -30ºC do que nas amostras que passaram apenas 
pelo mesmo tratamento térmico sem aplicação de ultravioleta. 
     
Gráfico 2: Média das contagens de mesófilos totais (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após fabrico 











Dia 01 Dia 10 Dia 15
NI01A 295a 338a NI01c 295b
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Em relação à quantificação de bolores e leveduras, houve uma maior divergência de 
resultados.  
As amostras do lote NI01 seguiram o mesmo padrão de resultados obtidos nas 
amostras anteriores, tendo a amostras NI01a apresentado contagem de bolores e leveduras 
inferiores para as amostras ultracongeladas com a associação do tratamento ultravioleta do 
que a amostra NI01c, amostra com mesmo tratamento térmico porém sem associação do 
uso do ultravioleta.  
Em relação ao lote 295, a amostra 295a, ultracongelada com aplicação de 
ultravioleta, apresentou valores mais elevados de contagem de bolores e leveduras do que a 
amostra 295b, que teve o mesmo tratamento térmico aplicado porém sem associação do 
uso de ultravioleta.  
 
Gráfico 3: Média da contagem de bolores e leveduras (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após 
fabrico das amostras submetidas a ultracongelação a -30ºC com (azul) e sem (vermelho) uso 
de ultravioleta.  
Em 2017, Floriano avaliou a eficiência do tratamento ultravioleta na inativação de 
esporos de Penicilium expansum em sucos de maçã, obtendo curvas de inativação com 
resultados satisfatórios se houvesse um aumento da intensidade da radiação ou tempo de 
exposição.  
Noutro estudo, realizado por Koutchma (2004), concluiu-se que um dos grandes 
entraves da aplicação de radiação ultravioleta em líquidos baseia-se na variabilidade de 
composição e turbidez dos líquidos. A água de coco é um produto com turbidez e 
concentração de sólidos solúveis e insolúveis variáveis. Quando dentro do fruto, a água de 
coco é estéril, porém, após contato com o meio externo e manipulações várias, contamina-










Dia 01 Dia 10 Dia 15
NI01A 295a 338a NI01c 295b
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Em estudos como o de Carvalho et al. (2006) e Costa et al. (2006) foi demonstrada a 
variação das características físico-químicas e nutricionais da água de coco de diferentes 
frutos, por devido a alterações no solo, idade do fruto e espécie. As características com 
maior variabilidade são: açúcares, teores de gorduras e composição mineral. 
Ainda que não existam estudos do uso de radiação ultravioleta para o tratamento 
específico de água de coco, ao avaliar estudos anteriores com o uso de ultravioletas em 
bebidas como sumos e água mineral (Braga 2018; Floriano 2017), os resultados revelaram 
uma diminuição da carga microbiológica quando comparada com amostras com outro 
tratamento térmico.  
7.2.5. Resultados de acordo com tratamento térmico – Refrigeração a 0-5ºC 
Os protocolos de análises foram desenvolvidos pela empresa de água de coco e a 
frequência para análises e tratamentos aplicados em cada lote variaram.  
As amostras analisadas que sofreram o tratamento térmico de refrigeração a 0-5ºC 
foram: NI01b, NI01d, e 338b.  
As amostras dos lotes NI01b, NI01d e 338b foram mantidas em refrigeração a 0-5ºC, 
sendo que as amostras dos lotes NI01b e 338b passaram por tratamento ultravioleta e a 
amostra NI01d não. 
Os resultados obtidos para as análises dos dias 1, 10 e 15 estão ilustrados na tabela 
abaixo.  
Tabela 14: Resultados obtidos no dia 1 após fabrico das amostras NI01b, 338b e NI01d, 
expressos em log ufc/ml. 
REFRIGERAÇÃO A 0-5ºC  – DIA 1 










Ausente em 25 
ml 
Ausente em 25 
ml 
Coliformes totais 2.48   3.41   3.15   2.45   
Coliformes 
termotolerantes 
<1   <1   <1   <1   
E. coli Não detetado Não detetado Não detetado Não detetado 
Mesófilos totais 
 2.92   3.53   3.33   3.48   
Bolores e 
leveduras 2.91   2.90   2.91   2.90   
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É possível observar na tabela 14 que a média para contagem para coliformes totais e 
bolores e leveduras foi mais elevada nas amostras refrigeradas e tratadas com radiação 
ultravioleta, do que na amostra única com o mesmo tratamento térmico que não passou pelo 
tratamento ultravioleta. 
As amostras refrigeradas a 0-5ºC após tratamento ultravioleta apresentaram 
contagens médias de coliformes totais de 3.15 ± 0.66 log ufc/ml, ao mesmo tempo, a 
amostra NI01d que foi mantida nas mesmas condições térmicas, porém sem uso prévio de 
ultravioleta, apresentou valor de 2.45 log ufc/ml.  
Considerando os valores obtidos para contagem de bolores e leveduras no dia 1 
após fabrico das amostras refrigeradas, as amostras que passaram por tratamento 
ultravioleta apresentaram valores médios de 2.91 ± 0.0075 log ufc/ml, enquanto a amostra 
única sem aplicação de tratamento ultravioleta apresentou uma contagem de 2.90 log 
ufc/ml. Para cálculo da média e desvio padrão, além da análise de significância do 
tratamento, é necessário um número maior de amostras.  
Ao comparar apenas as amostras do lote NI01b e NI01d, provenientes do mesmo 
lote, os valores apresentados são similares (tabela 14). Já ao comparar com a amostra do 
lote 338, a diferença entre as contagens para coliformes totais e bolores e leveduras 
apresenta-se mais expressiva, facto que poderia ser explicado pela diferença entre as 
características intrínsecas da água de coco de um fruto/lote para outro. Porém, sempre que 
possível, seria desejável comparar amostras de um mesmo lote entre si, ao invés de 
diferentes lotes, até que seja estabelecida uma padronização de análises e protocolos. 
No caso da média das contagens de mesófilos totais, a amostra refrigerada a 0-5ºC 
com a associação do tratamento ultravioleta apresentou menor contagem de 
microrganismos do que a amostra refrigerada a 0-5ºC e sem tratamento ultravioleta; 
contudo, o reduzido número de amostras é um entrave para generalizações.  
As amostras refrigeradas a 0-5ºC após tratamento ultravioleta apresentaram 
contagem médias de mesófilos totais de 3.33 ± 0.42 log ufc/ml. 
Tabela 15: Resultado obtido no dia 10 após fabrico da amostra 338b, expressos em log ufc/ml. 
REFRIGERAÇÃO – DIA 10 
Amostra 338b 
Aplicação de ultravioleta Sim 
Salmonella spp. Ausente em 25 ml 
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Coliformes totais 4.90   
Coliformes termotolerantes <1   
E. coli Não detetado 
Mesófilos totais 
 
5   
Bolores e leveduras 3   
Conforme ilustrado na tabela 15, somente a amostra 338b passou por análise 
microbiológica no dia 10 após fabrico, não sendo possível fazer comparações com outras 
amostras com o mesmo tratamento durante este momento. 
Tabela 16: Resultados obtidos no dia 15 após fabrico das amostras NI01b, 338b e NI01d, 
expressos em log ufc/ml. 
REFRIGERAÇÃO – DIA 15 






Salmonella spp. Ausente em 
25 ml 
Ausente em 25 
ml 
Ausente em 25 
ml 
Ausente em 25 
ml 
Coliformes totais 3.30   3.23   6   6.32   
Coliformes 
termotolerantes 
<1   <1   <1   <1   
E. coli Não detetado Não detetado Não detetado Não detetado 
Mesófilos totais 
 
4.56   3.48   4.29   6.59   
Bolores e 
leveduras 
5.94   3.72   5.65   6.20   
Em relação às análises realizadas no dia 15 após fabrico, as amostras NI01b e 338b, 
amostras refrigeradas a 0-5ºC e que passaram por tratamento ultravioleta, apresentaram 
valores mais baixos de contagens de coliformes totais, mesófilos totais e bolores e 
leveduras, do que a amostra NI01d, amostra única que passou pelo mesmo tratamento 
térmico, mas sem a aplicação do tratamento ultravioleta.  
A média para contagem de coliformes totais no dia 15 após fabrico, para as amostras 
refrigeradas a 0-5ºC após tratamento ultravioleta foi de 6.00 ±1.69 log ufc/ml. Já a amostra 
NI01d, amostra única com o mesmo tratamento térmico, porém sem aplicação de 
ultravioleta apresentou como contagem de coliformes totais o valor de 6.32 log ufc/ml.  
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 A média obtida para mesófilos totais após tratamento ultravioleta associado a 
refrigeração foi de 4.29 ± 0.76 log ufc/ml. A amostra única sem tratamento ultravioleta, 
porém com o mesmo tratamento térmico, apresentou o valor de 6.59 log ufc/ml.  
A média da contagem de bolores e leveduras após tratamento ultravioleta associado 
a refrigeração foi 5.65 ± 1.56 log ufc/ml. No caso da amostra única NI01d, o valor obtido foi 
de 6.20 log ufc/ml.  
É possível observar nos gráficos 4, 5 e 6 que ao longo do tempo, entre o dia 1 e 15 
após fabrico das amostras, as amostras NI01b e 338, amostras refrigeradas após 
tratamento ultravioleta, apresentaram valores inferiores para contagem de coliformes totais, 
mesófilos totais e bolores e leveduras quando comparados com a amostra NI01d, 
refrigerada a 0-5ºC sem aplicação do tratamento ultravioleta. 
 
Gráfico 4: Média das contagens de coliformes totais (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após 
















Gráfico 5: Média das contagens de mesófilos totais (log ufc/ml) nos dias 1, 10 e 15 após fabrico 




Gráfico 6: Média das contagens de bolores e leveduras nos dias 1, 10 e 15 após fabrico das 
amostras submetidas a refrigeração a 0-5ºC com (azul) e sem (vermelho) uso de ultravioleta. 
 
8. Conclusão 
Ao propor-se o delineamento inicial de um protocolo de controlo de qualidade em 
água de coco, procurou-se na literatura técnicas de tratamento possíveis para esse 
alimento, de modo a implementar um possível protocolo que atendesse aos critérios 
microbiológicos da legislação vigente. No que se refere ao controlo de qualidade de 
alimentos, a legislação brasileira estabelece critérios de qualidade sem, no entanto, impor as 
técnicas que devem ser utilizadas para que esses critérios sejam atendidos. Nesse sentido, 



























e sem associação de ultravioleta, no tratamento industrial de água de coco pré-embalada, 
ao longo da vida útil comercial. 
Todas as amostras que passaram pelo tratamento de ultracongelação associado ao 
uso de ultravioleta apresentaram resultados microbiológicos (quantificação de coliformes 
totais, de mesófilos totais e de bolores e leveduras) inferiores aos obtidos nas amostras que 
sofreram ultracongelação sem aplicação de ultravioleta.  
Em relação às amostras que foram refrigeradas, ao comparar os resultados obtidos 
individualmente por lote, todas as amostras que passaram por tratamento ultravioleta 
apresentaram contagens de coliformes totais, de mesófilos totais e de bolores e leveduras 
inferiores às amostras com o mesmo tratamento térmico sem aplicação de ultravioleta.  
Todavia, de um modo geral verificou-se uma maior discrepância entre os resultados 
das amostras refrigeradas relativamente aos obtidos nas amostras ultracongeladas com 
associação ao tratamento ultravioleta. 
Ainda que a inclusão da etapa de tratamento ultravioleta tenha demonstrado eficácia 
na redução das contagens microbiológicas avaliadas, ela não foi essencial para que as 
amostras fossem mantidas dentro dos parâmetros de qualidade exigidos na legislação, visto 
que os tratamentos de refrigeração e ultracongelação foram suficientes para cumprir esse 
objetivo, mesmo quando usados isoladamente. 
Dada a dificuldade associada à natureza do alimento em estudo, devido à 
variabilidade na composição (açúcares, sais, pH, gorduras, etc.), mas também pela 
aplicação do tratamento ultravioleta (que impõe o uso de um agitador, devido à turbidez da 
água de coco), este trabalho sugere que o tratamento ultravioleta pode ser uma alternativa 
para a redução do teor microbiano, com o consequente aumento da vida útil da água de 
coco industrial. 
Tendo em vista os resultados obtidos, sugere-se que a continuidade deste trabalho 
se faça no sentido de validação do protocolo de ultracongelação combinada com tratamento 
ultravioleta. Contudo, é fundamental que este estudo seja desenvolvido com um maior 
número de amostras, representativas de diferentes lotes de fabrico e associado a outras 
determinações, nomeadamente organoléticas. 
9. Anexos 
Anexo 1: Resultados microbiológicos obtidos nas amostras de água de coco analisadas para 



















269 300 Ausência em 25 ml 1,2x104 1x101 - 
2 270 300 Ausência em 25 ml 5,4x102 5,4x102 0/3 
3 
273 300 Ausência em 25 ml 3,6x102 3,6x102 0/3 
4 
274 300 Ausência em 25 ml 6,2x102 4,1x102 0/3 
5 277 300 Ausência em 25 ml 1,5x102 5x10² 0/3 
6 
275 2000 Ausência em 25 ml 1x102 1x102 0/3 
7 
276 1000 Ausência em 25 ml 3,4x102 3,4x102 0/3 
8 288 300 Ausência em 25 ml 3,7x103 3,7x103 0/3 
9 
284 300 Ausência em 25 ml 9,8x102 9,8x102 0/3 
10 
287 300 Ausência em 25 ml 2,2x103 1,4x103 0/3 
11 289 500 Ausência em 25 ml 4,2x103 1x101 - 
12 
290 300 Ausência em 25 ml 2,6x104 8x103 0/3 
13 
291 300 Ausência em 25 ml 1,6x103 1x101 - 
14 280 300 Ausência em 25 ml 2x102 2x102 0/3 
15 
304 200 Ausência em 25 ml 1,2x104 1x101 - 
16 
301 300 Ausência em 25 ml 1,1x103 1x101 - 




298 300 Ausência em 25 ml 2,4x103 1x101 - 
19 297 300 Ausência em 25 ml 5,3x102 8,3x101 0/3 
20 
296 300 Ausência em 25 ml 3,4x103 1,1x102 0/3 
21 
295 300 Ausência em 25 ml 1,2x103 1,2x103 0/3 
22 294 300 Ausência em 25 ml 1,2x102 4x101 - 
23 
302 500 Ausência em 25 ml 1,1x103 3x102 0/3 
24 
308 300 Ausência em 25 ml 4,1x102 1x101 0 
25 309 300 Ausência em 25 ml 8,8x102 1x101 - 
26 
316 300 Ausência em 25 ml 1,8x104 1,8x104 1/3 
27 
310 500 Ausência em 25 ml 3,4x103 3,4x103 - 
28 318 300 Ausência em 25 ml 8,7x103 5,8x103 0/3 
29 
311 300 Ausência em 25 ml 5x103 5x103 0/3 
30 
317 2000 Ausência em 25 ml 6,4x102 6,4x102 0/3 
31 315 300 Ausência em 25 ml 6,8x103 6,8x103 0/3 
32 
312 300 Ausência em 25 ml 5x103 1x101 - 
33 
330 300 Ausência em 25 ml 8,6x102 1x101 - 
34 325 300 Ausência em 25 ml 9,1x102 1x101 - 
35 
336 300 Ausência em 25 ml 4,7x103 1x101 - 
36 




329 300 Ausência em 25 ml 4,4x101 1x101 - 
38 322 300 Ausência em 25 ml 4,6x103 1x101 - 
39 
324 300 Ausência em 25 ml 1,5x103 1x101 - 
40 
323 300 Ausência em 25 ml 7,4x102 2,4x102 0/3 
41 332 300 Ausência em 25 ml 9,8x102 1x101 - 
42 
338 300 Ausência em 25 ml 1,8x103 1x101 - 
43 
326 300 Ausência em 25 ml 5,7x102 3,8x102 0/3 
44 331 2000 Ausência em 25 ml 1x103 3x102 0/3 
45 
337 300 Ausência em 25 ml 8,9x102 8,9x102 1/3 
46 
316 300 Ausência em 25 ml 1,7x10³ 1,1x10³ 1/3 
47 339 300 Ausência em 25 ml 8,1x10³ 8,1x10³ 1/3 
48 
340 2000 Ausência em 25 ml 9x102 9x10² 0/3 
49 
343 1000 Ausência em 25 ml 6,2x103 1x101 - 
50 341 300 Ausência em 25 ml 3,1x102 1x102 0/3 
51 
345 500 Ausência em 25 ml 2,1x103 1x101 - 
52 
352 300 Ausência em 25 ml 1x104 1x101 - 
53 351 300 Ausência em 25 ml 8x102 1x101 - 
54 
347 300 Ausência em 25 ml 2,8x103 1x101 - 
55 




350 300 Ausência em 25 ml 2,9x102 1x101 - 
57 346 300 Ausência em 25 ml 3,6x103 1x101 - 
58 
358 300 Ausência em 25 ml 6x104 6x104 3/3 
59 
354 300 Ausência em 25 ml 3,5x104 1x101  
60 357 300 Ausência em 25 ml 3x103 3x103 1/3 
61 
353 300 Ausência em 25 ml 1,3x104 1x101 - 
62 
15 1000 Ausência em 25 ml 2,2x103 1x101 - 
63 14 300 Ausência em 25 ml 2,9x103 9x102 0/3 
64 
10 2000 Ausência em 25 ml 3,4x103 1,1x102 0/3 
65 
13 300 Ausência em 25 ml 1,6x102 5x101 0/3 
66 9 300 Ausência em 25 ml 1,8x101 1x101 - 
67 
8 300 Ausência em 25 ml 3,3x103 1,1x103 0/3 
68 
7 500 Ausência em 25 ml 8x102 1x101 - 
69 6 500 Ausência em 25 ml 2,4x103 1x101 - 
70 
361 300 Ausência em 25 ml 7x103 7x103 0/3 
71 
360 300 Ausência em 25 ml 2,1x103 1x101 - 
72 339 300 Ausência em 25 ml 1x101 1x101 - 
73 
316 300 Ausência em 25 ml 1,8x103 6x102 0/3 
74 




22 300 Ausência em 25 ml 2,2x102 1,4x102 0/3 
76 24 300 Ausência em 25 ml 6,4x101 4,2x101 0/3 
77 
28 300 Ausência em 25 ml 4,1x103 1x101 - 
78 
17 300 Ausência em 25 ml 4,4x103 1,4x103 0/1 
79 29 300 Ausência em 25 ml 1,9x105 6x104 0/3 
80 
16 300 Ausência em 25 ml 4,5x102 4,5x102 0/3 
81 
31 300 Ausência em 25 ml 2,2x103 7x102 0/3 
82 34 300 Ausência em 25 ml 4,8x102 1,6x102 0/3 
83 
23 500 Ausência em 25 ml 1,8x102 1,8x102 0/3 
84 
27 300 Ausência em 25 ml 3,4x103 2,2x103 0/3 
85 20 300 Ausência em 25 ml 2,5x102 1x101 - 
86 
41 1000 Ausência em 25 ml 6x102 1x101 - 
87 
42 1000 Ausência em 25 ml 2,3x102 1x101 - 
88 38 500 Ausência em 25 ml 1,4x102 1x101 - 
89 
36 500 Ausência em 25 ml 9x102 6x102 0/3 
90 
37 300 Ausência em 25 ml 2,4x102 1x101 - 
91 
35 200 Ausência em 25 ml 7,4x102 7,4x102 0/3 
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